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背景および目的
植物細胞の同調誘導には、 DNA合成や分裂装置の阻害剤を利用する方法の他、栄養飢餓、リン酸
飢餓、植物ホルモン添加などの処玉県が朋いられてきた (Eriksson1966. Roberts and Northcote 1970. 
King et aL 1974， Szabados et al. 1981. Nagata ct al. 1982. Amino et aL 1983)。珪藻では、ケイ素の
欠乏と再添加による細胞周期の同調法が確立されている (Frigcrict aL 2006)ο 一方、紅藻や結藻な
どでは、自然界では夜に細胞分裂するという性質を利用した明暗周期による同調誘導が利用されてき
た。 例えば、 Lyanidioschyzonmcrolaeでは明期12時間、暗期12時間 (Suzukiet al. 1994)、緑藻綱の
じ'hJamydomonasreinhardiで、も明期12時間、暗期12時間の明暗交代による細胞周期の同調が報告さ
れている (Surzycki1971)。しかし、適切な明期と暗期の時間の長さは種ごとに様々であり、個別の条
件検討が必要である。
Nannochloris bacillaris はトレボキシア藻綱に属するNannochloris属のタイプ穏であるo
A勺nnochloris属の特徴は分裂，様式にある。内生胞子形成が一般的なトレボキシア藻の中で、珍しく二分
裂するということが、同定の指標として用いられてきた (Naumann1921. Yamamoto et al. 2001. 2003， 
2007)υ 細胞のサイズは幅1.5μm、長さ3・3.5μmと小さく、柴総体は 1つのみという最も単純な細胞構
造を持つ (Araiet al. 1998. Yamamoto et al. 2007)。地殖速度はChlorel!aとl司程度に早い。じhlorella
を含むー般的な緑藻の内生胞子形成は、複数回の分裂を繰り返してからハッチングするのに対して、
Nannochlorisの二分裂は単純に倍加していくため、生化学的・生理学的解析を行う際にもシンプルな
系を構築できるものと期待される。そこで、本研究では、1v.bacillarisの同調培養に最も適した明暗
条件を検討することをH的とした。
材料と方法
1v. bacillaris NRjは国立環境研究所の高村典f博士によって長野県中綱湖から採集され(Ogawa
et aL 1995)、奈良女子大学(NRj)の植田勝巳博士から分譲された。培地にはmodifiedIchimura's C 
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図2 明期8時間、靖期16時間で培養した時のOD制
と細胞数の変化
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medium (Chida and Ueda 1991)からグルコースとベプトンを除いた無機培地を用い、 3%C02、200C
で培養した。
増殖速度はOD酬の吸光度測定と細胞数の計数から求めたO 同調不は、細胞核を蛍光染色し、蛍光
顕様鏡下で分裂中の細胞を計数することで求めた。培養した細胞を3，300g、1分間の遠心で制収し、
0.003% SYBR Green 1 (Molecular Probes， Eugene， OR， USA)で染色した。 Blue励起で'SYBRGreen 
Iの蛍光を観察した。
結果
明期16時間、暗期8時間で培養し、 OD酬の吸光度を測定したところ、明期に増加し、暗期には横這
いになった。一方、細胞数は明期、暗期を通じて増加したQ 明期14時間、暗期10時間に変更しても、
同様の結果となった(図 1)。細胞数は1サイクルの間に2.5-3倍に増加した。顕微鏡下でも同調してい
る様子は観察されなかった。そこで、明暗の長さを明期8時間、暗期16時間にしたところ、明期16時
間、暗期8時間や、明期14時間、暗期10時間と同様の傾向がみられ、 OD酬は明期に増加し、暗期は
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図4 明期8時間、暗期16時間で培養した時の分裂鍋胞の
占める都合の変化
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図3 明期8時間、暗鄭16時間で培養した
時の平均細胞長の変化
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横這いとなった｡細胞数も明期､暗
期を通じて増加した｡しかし､ 1サ
イクルでの細胞数の増加が2倍程度
だった(図2)｡平均細胞長は明期の
8hの問に徐々に伸びた(図3)｡ 2回
目の暗期に入った培養細胞を顕微
鏡で観察したところ､ 44%の細胞が
細胞核分裂もしくは細胞質分裂を
起こしていた｡成長期の細胞(細胞
核が端にある)は25%に満たなかっ
た(図4､ 5)｡明期6時間日に細胞
核が中央に位置する細胞が40%に
3
図5　明期8時間､時期16時間で培養した時の2サイクル目の
時期のSYBER Green l蛍光染色像
達することから､明期6時間､暗期
18時問も試みた｡しかし､2サイクル経過しても細胞数が1.5倍にしか増加しなかった(図6)｡同調率
は33%だった(図7)｡
考察
十分に成長した細胞は明期の終わりに分裂し､暗期中に待機して次の明期にいっせいに成長する｡
成長の足りない細胞は明期の終わりに分裂できないが暗期を過ごした後の次の明期で成長して分裂す
る｡この明暗交代を繰り返すうちに同調することに期待するのが同調培養である｡本研究の結果から､
CuwellaやCyanl'dl'oschyzonと違って､ N bacl'11an'Sの場合には､明期は16時問や14時間(図1 )では
長すぎる可能性が示唆された｡暗期に入る前に個々の細胞がばらばらに分裂してしまい､同調がかか
らなかったと考えられる｡図2､ 4から明期は8時問に減らした場合が最も同調率が高いことが示さ
れた｡一方､図6､ 7の結果からは､潜在的に分裂能力を持っている細胞は6時間の光照射により分
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図6　明期6時間､時期18時間で培養した時の
OD680と細胞数の変化
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図7　明期6時間､時期18時間で培養した時の分裂
細胞の占める割合の変化
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裂が促進されることを示唆しているものと考えられる。しかし、まだ分裂を起ζすほどに成長してい
ない若い細胞にとっては6時間の光照射では十分に成長できない。
Nannochloris は緑藻の中でもトレボキシア藻綱のクロレラクレードに属する属である (Yamamoto
et al. 2001. 2003， 2007)。同じクロレラクレードの属のうち、じ五loreila属は同調培養の研究の歴史が長
く、多くの研究者により様々な条件検討が行われてきた。例えば、 1976年には、 Richardand Borda 
による明期16時間、暗期12時間でのChlorelJafuscaの同調培養の報告がある。 Takedaand Hirokawa 
(1978)は明期16時間、暗期8時間でChlorellacllipsoideaを同調培養している。また、 Nishimuraet 
al. (1988)はheterotrophicsynchronous culture systemという手法で、 heterotrophicでのじhJoreJla
elJIpsoideaのい1説培養じ成功している。 ChloreJJapyrenoidosaやChlorellasorokiniana t主明期10時間、
暗期8時間での同調培養が報告されている (Talleyet al. 1972， Turner et al. 1978)。一五、Nannochloris
属の向調誘導の報告はSumiyaet al. (2012)のみであり、 12時間明期12時岡崎期の同調暗養が試みら
れたが、その際の核分裂を起こしている細胞の割合は18%だ、った。本研究の結果から、明期を8時間
にすることによって、より高い向調率を得ることができる可能性がなえされた。光合成するという藻類
の利点を活かし、阻害弗jを用いることなくより高い同調率を得ることに成功すれば、細胞壁合成や、
細胞質分裂機構、オルガネラ分裂機構などに関する生理学、生化学的解析への応用が期待できる。
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